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ff} (57) Abstract: The invention relates to a container (1) containing a base body (2) consisting of abase plate (3) and lateral walls (4) 

0 1 that protrude from the latter at least in an approximately perpendicular manner, in addition to cells (S) arranged in said base body 

0(2). The cells (5) are configured as depressions in the base plate (3) and the lateral walls (4) of the base plate (3) are positioned in a 
direction that is approximately opposite the depressions for receiving a volume. 

[Fortsetzung auf der nOchsten Seite] 
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(57) Zusammenfassuog: Die Erfindung betrifft einen Behalter (1) mit einem Grundk5rper (2), bestehend aus einer Bodenplatte (3) 
und von dieser zumindest annahernd senkrecht abstehenden Seitenwanden (4) und mit im Grundkdrper (2) angeordneten KUvetten 
(5). Die Ktivetten (5) sind als Vertiefung in der Bodenplatte (3) ausgebildet und die Seitenwande (4) der Bodenplatte (3) sind in 
zumindest annahernd entgegengesetzter Richtung zu den Vertiefungen zur Aufnahme eines Volumens angeordnet. 
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Vorricbtung zur Proteinkristallisation 

Die Erfindung betrifft einen Behalter mit einem Grundkorper bestehend aus einer Bodenplatte 
und von dieser zumindest annahernd senkrecht abstehenden SeitenwSnden und mit im Grund- 
5 korper angeordneten Kuvetten, eine Einrichtung zur Unterteilung eines Volumens eines Be- 
halters in Teilbereiche und eine Kristallisationsvorrichtung entsprechend den Merkmalen in 
den Oberbegriffen der Anspriiche 1,18 und 27 sowie die Verwendung des BehSlters, der Ein- 
richtung und der Kristallisationsvorrichtung entsprechend den Anspriichen 28 bis 30. 

10 Durch die Sequenzierung des menschlichen Genoms erlangte man die Kenntnis, dass ca. 

30.000 menschliche Gene vorhanden sind. Dies entspricht ungefahr 1 % des menschlichen 
Genoms. Jedes Gen im menschlichen Genom kodiert wiederum fur mehr als ein Protein. Man 
nimmt daher an, dass es zwischen 200.000 bis 500.000 Proteine gibt, wobei allerdings nur ein 
Brachteil der Proteine in einem bestimmten Zelltyp exprimiert wird. Hinzu kommt, dass Pro- 

15 teine auch posttranslationalen VerSnderungen unterliegen. Sie erfolgen bevor die Proteine ihre 
endgiiltige biologische Funktion entfalten. 

Man weiB inzwischen, dass nur geringfugige Proteinmodifizierungen und Veranderungen in 
der Natur der Proteininteraktionen und der Proteinlokalisation einen dramatischen Effekt auf 
20 die Zellphysiologie haben konnen. Auch die Konfonnation eines Proteins ist essentiell um die 
Rolle, die es ausubt, zu verstehen. Die Form eines Proteins ist auch pharmakologisch von 
groBer Relevanz, weil die meisten Pharmazeutika aufgrund ihrer Fahigkeit mit einem be- 
stimmten Proteinmolekiil zu interagieren, ihre Wirkung entfalten. 

25 Um die Funktion eines Biomakromolekuls auf atomaren Niveau zu verstehen, bedarf es des 
Wissens der dreidimensionalen Struktur. Die beste Methode um strukturelle Informationen 
iiber das Biomakromolekul zu erhalten, ist die Rontgenstrahlkristallographie. Sie ermQglicht 
die Bestimmung des Aufbaus eines Kristalls mit Hilfe der Messung der Reflexion und Beu- 
gung von Rontgenstrahlen an den Gittemetzebenen. Eine weitere Methode zur Proteinstruk- 

30 turanalyse, die magnetische Kernresonanzspektroskopie (NMR), ist auf kleinere Proteine bis 
derzeit maximal 200 bis 300 kDa aus Losungen limitiert. Im Falle der Rontgenstadilkristallo- 
graphie gibt es keine obere Grenze fiir die Masse der zu analysierenden Proteine, solange ge- 
eignete Kristalle erhalten werden konnen. 

35 Die Morphologie eines Kristalls wird als Folge einer inneren RegelmSBigkeit angesehen. 

BESTATIGUNGSKOPIE 
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Auch organische Materialien konnen Kristalle formen. Allerdings findet man organische 
Molekiile und Proteine in der Natur nur selten in kristalliner Form und muss deshalb Bedin- 
gungen finden urn Proteinkristalle fiir die Strukturaufkiarung wachsen zu lassen. Einige Pro- 
teine kristallisieren sehr gut, bei anderen wiederum ist es sehr zeitaufwendig die geeigneten 
5 Kristallisationsbedingungen zu finden. Einige Proteine konnten bis zum heutigen Tage nicht 
kristallisiert werden. 

Vielfach wird die Proteinkristallisation auch als eine Kunst bezeichnet, weil ein Kristallzuch- 
ter nicht nur groBe Ausdauer und Geduld, sondern auch eine gliickliche Hand braucht. 

10 

Die meisten Biomakromolekule, wie z.B. Proteine, sind nur dann aktiv wenn die Polypeptid- 
ketten in ihrem nativen, korrekt gefalteten Zustand vorliegen. Sie mussen daher aus wassrigen 
Losungen unter nicht denaturierenden Bedingungen kristallisiert werden. Die Kristallisation 
wird durch die Zugabe eines geeigneten Prazipitationsmittels eingeleitet, was zu einer Uber- 

15 sattigung und somit zur Prazipitation oder Kristallisation des Proteins fuhrt. Alle Kristallisati- 
onsexperimente hangen von einer Vielzahl von Parametern, wie z.B. pH-Wert, Konzentration 
des Prazipitationsmittels, Temperatur, Ionenkonzentration, Liganden, etc., ab. Eine Kristalli- 
sation erfolgt nur, wenn eine geeignete Kombination von bestimmten Parametern vorliegt. 
Jedes Protein verhalt sich individuell anders und unterscheidet sich in ihren optimalen Kris- 

20 tallisationsbedingungen, welche entweder durch Zufall oder durch ein enormes Arbeitspen- 
sum gefunden werden. 

Proteine tragen an ihrer OberMche Aminosauren mit geladenen, ionischen Gruppen. Es gilt 
nun, Bedingungen zu finden, unter denen die Proteinmolekule sich langsam geordnet assoziie- 

25 ren. Dies gelingt im Falle der Proteinkristallisation durch langsames VerMndern der Wasser- 
menge, in welcher das Protein gelost vorliegt, z.B. durch anorganische Salze. Das Salz bindet 
Wassermolekttle, weim es in Losung geht, weil es sich mit einer Wasserhiille umgibt und so 
dem Protein diese Wassermolekiile entzieht Wird der Sattigungspunkt iiberschritten, beginnt 
das Protein auszufallen. Man kann die Kristallisation aber auch durch den gegenteiligen Pro- 

30 zess erreichen, indem man die Wassermenge steigert und so ein hydrophobes Enzym zur 

Kristallisation bringen kann. Neben Salzen konnen auch oberflachenaktive Substanzen wie 
das Detergens Polyethylenglykol zur Beeinflussung der Proteinhydrathiille verwendet werden. 
Um das Protein letztendlich kristallisieren zu konnen, mtissen auBerdem der richtige pH-Wert 
und die richtige Temperatur eingestellt werden. Proteinkristalle enthalten zahlreiche Wasser- 

35 molekiile im Kristallgitter (30 % bis 70 %). Wurde man sie wie Kristalle niedermolekularer 
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organischer oder anorganischer Substanzen behandeln, wiirden sie austrocknen - und schlieB- 
lich konnte dann der gesamte Kristall zerstSrt werden. 

Als Ergebnis einer Strukturanalyse erhait man das Abbild des Inhalts der Elementarzelle in 
5 Form einer Elektronendichte, da die Rontgenstrahlung an den Elektronen gebeugt wurde. Wie 
genau und detailliert die Elektronendichte bestimmt werden kann, hangt von der raumlichen 
Auflosung und letztendlich von der Qualitat des vermessenen Kristalls ab. Durch Unordnun- 
gen und Baufehler im Kristall wird die Auflosung reduziert. 

10 Es wurden Methoden fur die Austestung so vieler wie moglich verschiedener Kristallisations- 
parameter geschaffen. Nachdem eine Vielzahl von Proteinen gescreent werden muss, urn ei- 
nen geeigneten Kristall fur die Rontgenstrahlkristallanalyse zur Verfugung zu stellen, ist es 
notwendig eine Automatisierung der Kristallisationsexperimente herbei zu fiihren. 

15 Die weitverbreitete Linbro-Platte zur Proteinkristallisation enthait 24 Kuvetten, jedes mit ei- 
nem Fassungsvermogen von ca. 3 ml, die individuell mit 24 Deckglasern verschlossen wer- 
den. Obwohl zur Zeit erste Roboter zur Automatisierung der Kristallisationsexperimente fiir 
diese Platte auf dem Markt sind, treffen diese nicht die Erfordernisse fur das Highthrough- 
putscreening wie es fur die dreidimensionale Proteinstrukturanalyse notwendig ware. Weiters 

20 ist an der Linbro-Platte nachteilig, dass ihr Format nicht dem standardisierten Mikrotiterplat- 
tenformat entspricht, so dass sehr kostenintensive Anpassungen an Robotersystemen zur Be- 
arbeitung fur dieses Format erforderlich sind. 

Fiir die Kristallisation von Proteinen haben sich die sogenannte Ranging drop" und auch 
25 „sitting drop" Methode in Kristallisationsplatten mit 24 Kuvetten als geeignet erwiesen. Weil 
sehr haufig nur geringe Mengen an aufgereinigtem Protein (wenige Milligramm) zur Verfu- 
gung stehen ist das Ranging drop" Verfahren derzeit noch die Methode der Wahl zur Prote- 
inkristallisation. Ein 5 jxl bis 15 fxl groBer Tropfen der konzentrierten Proteinlosung mit ent- 
sprechenden Prazipitationssubstanzen wird auf ein Mikroskopierglaschen aufgetragen. Dieses 
30 Glaschen wird dann kopfuber iiber einem Reservoir platziert, welches etwa 500 jil einer kon- 
zentrierten Losung an Prazipitationssubstanzen ohne Proteine enthait, so dass der Tropfen mit 
der Proteinlosung direkt iiber der Reservoirlosung (durch Adhasionskrafte am Glaschen 
gehalten) positioniert ist. Das Deckglaschen versiegelt unter Zuhilfenahme von Silikonfett die 
Kuvette, so dass das System nach auBen hin hermetisch abgeschlossen ist. Sobald sich ein 
35 Gleichgewicht zwischen den beiden Losungen eingestellt hat, kann das Protein kristallisieren. 
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Der KristallisationSmechanismus ist zur Zeit noch nicht vollstSndig aufgeklart und es bedarf 
daher eines sehr groBen Aufwands urn die Struktur von Biomakromolekiilen darzustellen. Aus 
dem Stand der Technik sind Mikroplatten mit 24 Kuvetten zur Kristallisation bekannt, aller- 
dings ist fur diese Platten der Automatisierungsgrad sehr niedrig, weil die standardisierten 
5 Automatisierungsgerate fur Mikroplatten mit 96 bzw. einem Vielfachen davon Ktivetten kon- 
zipiert sind. Eine Automatisierung kann daher nur nach kostenintensiver Produktion spezieU 
angefertigter Pipettier- bzw. Detektionseinrichtungen erfolgen. AuBerdem kann mit diesen 
Platten nur eine geringe Anzahl (namlich 24) von Biomakromolekiilen analysiert werden. 
Diese Platten sind des weiteren vorwiegend zur Kristallisation von Biomakromoleulen mittels 
10 „hanging- ' bzw. „sitting- drop" Methode ausgelegt und konnen nicht mittels der Kristallisati- 
on unter Ol-Methode (Microbatch-Methode) analysiert werden. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, eine Moglichkeit zur Steigerung des Automatisierungs- 
grades bei der Analyse von Biomakromolekiilen anzugeben. Eine Teilaufgabe der Erfindung 
15 liegt insbesondere darin, eine Vorrichtung zur Kristallisation von Biomakromolekiilen zu 
schaffen, mit welcher es ermoglicht wird eine Vielzahl von unterschiedlichen Parametern 
gleichzeitig zu untersuchen. 

Die Aufgabe der Erfindung wird durch den Behalter, entsprechend den Merkmalen im Kenn- 
20 zeichenteil des Anspruches 1 gelost Es erweist sich von Vorteil, dass durch die Ausbildung 

der Kuvetten als Vertiefungen in der Bodenplatte ein niedrigeres Niveau der iiberschichtenden 
hydrophoben Flussigkeit notwendig ist. Einerseits kann durch das niedrige Niveau der hydro- 
phoben Flussigkeit ein Hinauskriechen der Flussigkeit aufgrund der Kapillarwirkung entlang 
der Seitenwande des Behalters vermieden werden und somit die Kontaminationsgefahr durch 
25 beispielsweise verunreinigte Arbeitsflachen sowohl fur das Laborpersonal als auch fur weitere 
Analysen vermieden werden. Andererseits entstehen durch den geringeren Bedarf an hydro- 
phober Fltissigkeitsmenge niedrigere Kosten. Ein niedrigeres Niveau der hydrophoben Flus- 
sigkeit begiinstigt auBerdem das Kristallisationsverhalten der Biomakromolekule, indem der 
KristaUisationsprozess fruher einsetzt. Weiters ist von Vorteil, dass auch ein geringeres Vo- 
30 lumen sowohl der an der ReaktLon beteiligten Prazipitationslosungen als auch der zu analysie- 
renden Biomakromolekule benotigt wird. 



35 



GemaB Anspruch 2 werden auf vorteilhafte Weise durch die gleichartige Anordnung der Kii 
vetten bei der automatisiert durchgefiihrten Manipulation des Behalters relativ zu gleichen 
Bezugspunkten der Ktivetten auch ftir verschiedene Kuvetten stets die gleichen parallel zur 
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Aufstandsebene auszufuhrenden Bewegungen durchgefuhrt. 

Von Vorteil nach Anspruch 3 erweist sich, dass viele verschiedene Biomakromolekiile 
gleichzeitig analysiert werden konnen. 

5 

Von Vorteil ist eine Weiterbildung nach Anspruch 4, wobei durch die standardisierte Anord- 
nung der konischen bzw. zylindrischen Kiivetten eine sebt platzbkonomische Gestaltung des 
Behalters erreicht wird. Es wird der gesamte zur Verfiigung stehende Platz von den Kiivetten 
besonders gut ausgeniitzt. 

10 

Vorteilhaft ist weiters eine Ausgestaltung nach Anspruch 5, wonach nur ein sehr geringes 
Volumen fur die Reaktion eingesetzt werden muss. Durch die Verwendung der geringen Vo- 
lumina wird eine sehr kosteneffektive Analyse ermoglicht. 

15 Von Vorteil ist dabei eine Ausgestaltung nach Anspruch 6, wonach durch die regelmaBige 

Anordnung der Kiivetten eine besonders einfache Bearbeitung des Behalters moglich wird. Es 
wird sowohl das BefUllen der Kiivetten erleichtert, als auch die Beobachtung der Probe wah- 
rend der Verarbeitung und das Ernten der Kristalle. 

20 Als vorteilhaft erweist sich weiters die Ausgestaltung nach den Anspriichen 7 und 8, wonach 
durch eine Oberflachenbehandlung die Ausbildung von Biomakromolekiile verbessert werden 
kann. 

Vorteilhaft ist dabei die Ausformung des Behalters nach Anspruch 9, wobei die Boden der 
25 Kiivetten zumindest annahernd konvex gekriimmt sind, wird der Vorteil erzielt, dass Fliissig- 
keitstropfen im derart geformten Kiivetten leichter aufgenommen werden und sich der Trop- 
fen besser im Zentrum der Kiivette ansiedelt. Beim Einsetzen eines Fliissigkeitstropfens wirkt 
namlich die Oberfiachenspannung der AdhSsion zwischen den Wanden einer Ausnehmung 
und der Grenzflache des Hiissigkeitstropfens urn so weniger entgegen, je mehr die Form der 
30 Ausnehmung der annahernd kugelfbrmigen Kriimmung eines Hiissigkeitstropfens entspricht. 

Von Vorteil ist dabei eine Ausgestaltung nach Anspruch 10, wonach eine automatisierte Be- 
arbeitung des Behalters und insbesondere der Kiivetten zur Kristallisation von Biomakromo- 
lekiilen erleichtert wird. 



35 
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Weiters erweist sich eine Ausgestaltung nach Anspruch 1 1 von Vorteil, weil eine optische 
Kontrolle wahrend des Arbeitsvorganges bzw. wahrend der Inkubation des Behalters ennog- 
licht wird. Dadurch kann in geeigneter Weise noch nach Zubereitung des Reaktionsgemisches 
in die Reaktion eingriffen werden. 

Von Vorteil ist auch die Weiterbildung nach Anspruch 12, wonach durch die teilweise licht- 
undurchlassige Ausbildung Streulicht, welches das Messergebnis falschen konnte, wahrend 
der Detektion vennieden werden kann. 

Vorteilhaft ist weiters eine Weiterbildung nach Anspruch 13, wonach ein Verschieben bzw. 
Verrutschen der Tropfen in den Ktivetten, auch wenn deren Wande nur eine minimale Hohe, 
wie z.B. 0,1 mm, aufweisen, verhindert wird und somit das Verweilen des Biomakromolekuls 
an der gleichen Position wahrend der gesamten Reaktion und des Analysevorgangs gewahr- 
leistet ist. 

Von Vorteil ist dabei eine Weiterbildung nach den Anspruchen 14 und 29, weil die Materia- 
lien resistent gegemiber organischen Losungsmitteln, wie z.B. Azeton, Benzen, Acetonitril, 
Dioxan, 2,2,2 Triflouroethanol, sind. Des weiteren sind sie mit verschiedenen, haufig ge- 
brauchten Salzen, Puffern und Polymeren, die fur die Kristallisation verwendet werden, kom- 
patibel. Polypropylen und Cycloolefin-Copolymere (COC) sind auBerdem weniger permeabel 
fur Wasserdampf und daher weniger sensitiv fur die Verdunstung, als Behalter aus beispiels- 
weise Polystyrol. 

Von Vorteil ist weiters eine Ausgestaltung nach Anspruch 15, wonach durch den Einsatz ver- 
schiedener Kunststoffe fiir die Ausbildung des Behalters verschiedene Eigenschaften ermog- 
licht werden konnen. Beispielsweise miissen nur die Kiivetten den Belastungen durch organi- 
sche Losungsmittel widerstehen konnen, allerdings ist diese Erfordernis fur die Seitenwande 
nicht gegeben. 

GemaB Anspruch 16 wird eine einfache Orientierung wahrend des Arbeitens mit dem Behal- 
ter ermoglicht. Des weiteren kann durch eine entsprechende Markierung des Behalters auch 
ein internes Kontrollsystem und Orientierungssystem fiir die automatisierte Bearbeitung ein- 
gearbeitet werden. 



Vorteilhaft ist weiters eine Ausgestaltung nach Anspruch 17, wonach durch das ausgewahlte 
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Herstellungsverfahren eine rasche und kostengunstige Produktion des Behalters ermoglicht 
wird. 

Dabei erweist sich eine Ausgestaltung nach Anspruch 18 vorteilhaft, wonach durch die stand- 
5 ardisierten Abmessungen des Behalters eine Automatisierung der Arbeiten mit den Behaltern 
ermSglicht wird. Durch die Moglichkeit der automatisierten Bearbeitung kann eine Vielzahl 
von Proben gleichzeitig analysiert werden. Durch die Anordnung der Kiivetten nach dem SBS- 
Standard wird auch eine sehr hohe Dichte der Kiivetten erreicht. AuBerdem erweist sich von 
Vorteil, dass durch die Automatisierung ein gleichzeitiges Befullen mehrerer Kiivetten mog- 
10 lich ist. Vorteilhaft an dieser Ausgestaltung ist weiters, dass durch die standardisierte Anzahl 
der Kiivetten, die fur Befullung- und Untersuchungseinrichtungen, wie sie fur Mikrotiterplat- 
ten verwendet werden, auch fur den erfindungsgemaBen Behalter verwendet werden k6nnen. 

Eine Ausgestaltung nach Anspruch 19 erweist sich von Vorteil, wonach durch das Befullen 
15 der Ausnehmung mit einer Fliissigkeit eine Verdunstung der Kristallisationsreagenzien und 
der hydrophoben Fliissigkeit reduziert werden kann, und dadurch die Konzentrationen dieser 
Reagenzien wahrend des gesamten Reaktionsvorgangs und des Analysevorgangs konstant 
gehalten werden kann. 

20 Weiters erweist sich eine Weiterbildung nach Anspruch 20 von Vorteil, wonach durch das 
Anbringen zumindest eines Halteelements die Einrichtung zur Unterteilung eines Volumens 
eines Behalters in Teilbereiche an einer vordefinierten Position angebracht werden muss und 
somit die Reproduzierbarkeit des Experiments einfacher ermoglicht wird. 

25 Die Aufgabe der Erfindung wird eigenstandig auch durch die Einrichtung entsprechend den 
Merkmalen im Kennzeichenteil des Anspruches 21 gelost. Vorteilhaft daran ist, dass durch 
das Anbringen der Einrichtung im Behalter Schwankungen im Fliissigkeitsniveau wahrend 
des Transports des Behalters sehr niedrig gehalten werden. Vorteilhaft daran ist auch, dass 
Schwankungen der hydrophoben Fliissigkeit, welche die Kiivetten iiberschichtet, ausgegli- 

30 chen werden konnen. Sowohl durch die manuelle als auch durch die automatisierte Bearbei- 
tung des Behalters kann es immer wieder zu geringfugigen Erschiitterungen kommen, welche 
eine Umpositionierung des Biomakromolekiils und somit eine Stoning des Kristallisations- 
prozesses verursachen konnten. Durch den Einsatz der Einrichtung wird eine konstante Posi- 
tionierung des Biomakromolekiils in der Ausnehmung wahrend des gesamten Kristallisati- 

35 onsprozesses, die mehrere Tage, sogar einige Monate, dauern kann, gewahrleistet auch wenn 
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der Behalter gegebenenfalls mehrmals den Standort wechseln muss. Weiters ist von Vorteil, 
dass durch die Funktion eines Wellenbrechers eine effiziente automatisierte Bearbeitung mit 
hoherer Geschwindigkeit erfolgen kann. Es wird dennoch ermoglicht, eine durchgehende U- 
berschichtung der Kiivetten mit dem hydrophoben Fltissigkeitsmittel zu ermoglichen, weil die 
5 Stege beabstandet zur Aufstandsflache angeordnet sind und somit immer eine konstante Kon- 
zentration des hydrophoben Htissigkeitsmittels iiber jeder Ausnehmung bzw. tiber der Ge- 
samtheit der Kuvetten gegeben ist. 

Von Vorteil ist dabei eine Weiterbildung nach Anspruch 22, wonach eine erhohte Stabilitat 
10 der Einrichtung erzielt werden kann. Durch die erzielte erhohte Stabilitat kann die Einrichtung 
wahrend des Experiments manipuliert werden. Des weiteren kann sie sogar nach griindlich 
erfolgter Reinigung mehrmals fur unterschiedliche Experimente verwendet werden. 

Durch die Weiterbildung nach Anspruch 23 kann erreicht werden, dass die Teilbereiche str6- 
15 mungsverbunden sind. Durch diese Stromungsverbindung kann im gesamten Behalter ein 

Ausgleich von Konzentrationsunterschieden zwischen den Teilbereichen erzielt werden und 
somit im gesamten Behalter die gleichen Reaktionsbedingungen gewahrleistet werden. 

GemaB Anspruch 24 wird eine Konformitat mit der Anordnung der Ktivetten im Behalter er- 
20 zielt, und somit die automatisierte Bearbeitung erleichtert. 

Vorteilhaft erweist sich dabei eine Ausbildung nach Anspruch 25, wonach durch die ausrei- 
chende Beabstandung der Stege von der Aufstandsflache eine ungehinderte Verteilung der 
hydrophoben Fltissigkeitsmenge iiber die gesamte Bodenplatte des Behalters ermoglicht wird, 
25 und dadurch die einzelnen Teilbereiche miteinander stromungsverbunden sind. 

Dabei erweist sich eine Ausgestaltung nach Anspruch 26 von Vorteil, wonach durch das An- 
liegen der Stege an die Bodenplatte eine flussigkeitsdichte Barriere fur das hydrophobe Fltis- 
sigkeitsmittel geschaffen wird. Durch das Anliegen der Stege an die Bodenplatte kann somit 

30 ermoglicht werden, dass auf einer Bodenplatte viele verschiedene hydrophobe Fltissigkeits- 
mittel, wie z.B. Silikonol oder Paraffinol, bzw. viele verschiedene Verhaltnisse der hydropho- 
ben Fltissigkeitsmittel, beispielsweise Silikonol zu Paraffinol im Verhaltnis 1:1, oder 1:2, oder 
2:1, etc., zueinander ausgetestet werden konnen. Des weiteren erweist sich von Vorteil, dass 
durch die Entstehung der Teilbereiche Verdtinnungsreihen verschiedener an der Reaktion 

35 beteiligter Reagenzien, beispielsweise der Prazipitationslosung, ausgetestet werden konnen 
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Von Vorteil ist dabei eine Weiterbildung nach Anspruch 27, wonach durch die beabstandete 
Anordnung des Gitters zu den Seitenwanden ein leichteres Bin- und Ausfugen des Gitters in 
den Behalter ermoglicht wird. Weiters ist von Vorteil, dass durch die Anbringung der Ab- 
standhalter, der Rahmen nicht exakt in den Behalter angepasst werden muss. 

Vorteilhaft ist weiters eine Ausfuhrung nach Anspruch 28, wonach eine einfachere Manipula- 
tion der Einrichtung, insbesondere eine leichteres Einfugen bzw. Herausnehmen aus dem Be- 
halter, ermoglicht wird. 

Die Aufgabe der Erfindung wird eigenstandig auch durch die Kristallistionsvorrichtung ent- 
sprechend den Merkmalen im Kennzeichenteil des Anspruches 30 gelost. Vorteilhaft darin ist, 
dass sowohl der Reagenzienverbrauch als auch der Biomakromolekalverbrauch minimiert 
werden kann. Weiters ist von Vorteil, dass durch den geringen Bedarf an Biomakromolekiilen 
die Experimente mehnnals mit dem gleichen Ausgangsmaterial wiederholt werden konnen 
und dadurch eine neuerliche aufwendige Herstellung des Biomakromolektils vermieden wer- 
den kann. Von Vorteil ist auch, dass mehnnals das gleiche Biomakromolekul eines Isolie- 
rungsvorganges verwendet werden kann, und somit Unterschiede im Analyseergebnis auf- 
grund von unterschiedlichen Isolationsbedingungen ausgeschlossen werden konnen. 

Die Aufgabe der Erfindung wird eigenstandig auch durch die Verwendung des Behalters ent- 
sprechend den Merkmalen im Kennzeichenteil des Anspruches 31 gelost. Vorteilhaft darin ist, 
dass eine Vielzahl von Proteinen gleichzeitig unter den gleichen Bedingungen kristallisiert 
werden kann. 

Die Aufgabe der Erfindung wird eigenstandig auch durch die Verwendung der Einrichtung 
entsprechend den Merkmalen im Kennzeichenteil des Anspruches 32 gelost. Vorteilhaft daran 
ist, dass die Einrichtung als Wellenbrecher fur die hydrophobe FHissigkeit dient. 

Die Aufgabe der Erfindung wird eigenstandig auch durch die Verwendung der Kristallisati- 
onsvorrichtung entsprechend den Merkmalen im Kennzeichenteil des Anspruches 33 gelost. 
Von Vorteil erweist sich, dass durch die groBe Anzahl der Kristallistionsexperimente in kur- 
zer Zeit ein Degradieren des Biomakromolekuls verhindert werden kann. Des weiteren kon- 
nen fur ein Biomakromolekul mehrere unterschiedliche KristaUisationsbedingungen gleich- 
zeitig ausgetestet werden. 
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Zum besseren Verstandnis der Erfindung wird diese anhand der nachfolgenden Figuren naher 
erlautert, wobei diese in schematisch vereinfachter Darstellung einen Behalter zur Probenauf- 
nahme zeigen. 

5 Die Erfindung wird im nachfolgenden anhand der in den Zeichnungen dargestellten Ausfuh- 
rungsbeispiele naher erlautert. 

Es zeigen: 

10 Fig. 1 einen Behalter zur Probenaufhahme mit 96 Kiivetten; 

Fig. 2 einen Behalter zur Probenaufhahme mit 384 Ktivetten; 

Fig. 3 einen Behalter mit 96 Kiivetten mit Halteelement fur eine Einrichtung; 

Fig. 4 einen Behalter mit 384 Kiivetten mit Halteelement fur eine Einrichtung; 

Fig. 5 eine Einrichtung zur Unterteilung eines Volumens mit seitlichen Abstandhalter 
angeordnet in einem 4x4 Raster; 

Fig. 6 eine Einrichtung zur Unterteilung eines Volumens mit seitlichen Abstandhalter 
angeordnet in einem 6x4 Raster; 



15 



20 



25 



Fig. 7 eine Einrichtung mit zylindrischen Abstandhalter; 

Fig. 8 einen Schnitt einer Einrichtung mit plattenformigen Abstandhalter; 

Fig. 9 einen Schnitt eine Einrichtung zur Unterteilung eines Volumens; 

30 Fig. 10 eine Draufsicht einer Kristallisationsvorrichtung; 

Fig. 1 1 eine Seitenansicht einer konischen Kiivette mit halbkugeligem Boden; 

Fig. 12 eine Seitenansicht einer zylindrischen Kiivette mit flachem Boden; 

35 
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Fig. 13 eine Seitenansicht einer zylindrisctien Kiivette mit halbkugeligem Boden; 

Fig. 14 eine Seitenansicht einer zylindrischen Kiivette mit kegelformigen Boden; 

Fig. 15 eine Seitenansicht einer konischen Kiivette mit flachem Boden; 

Fig. 16 eine Seitenansicht einer konischen Kiivette mit kegelformigen Boden; 

Fig. 17 eine Prinzipdarstellung eines Verwendungsbeispiels einer Kristallisationsvor- 
richtung. 

Einfuhrend sei festgehalten, dass.in den unterschiedlich beschriebenen Ausfuhrungsformen 
gleiche Teile mit gleichen Bezugszeichen bzw. gleichen Bauteilbezeichmmgen versehen wer- 
den, wobei die in der gesamten Beschreibung enthaltenen Offenbarungen sinngemaB auf glei- 
che Teile mit gleichen Bezugszeichen bzw. gleichen Bauteilbezeichnungen iibertragen wer- 
den konnen. Auch sind die in der Beschreibung gewahlten Lageangaben, wie z.B. oben, un- 
ten, seitlich usw. auf die unmittelbar beschriebene sowie dargestellte Figur bezogen und bei 
einer Lageanderung sinngemaB auf die neue Lage zu iibertragen. Weiters konnen auch Ein- 
zelmerkmale oder Merkmalskombinationen aus den gezeigten und beschriebenen unter- 
schiedlichen Ausfiihrungsbeispielen fiir sich eigenstandige, erfinderische oder erfindungsge- 
maBe Losungen darstellen. 

Die Proteinkristallisation ermSglicht einen Zugang zur dreidimensionalen Struktur eines be- 
liebigen Proteins. AuBerdem ist sie auch in der Lage, die Liicke zwischen der genomischen 
und der Strukturinformation von Biomakromolekiilen zu iiberbrucken. Nicht alleine das Vor- 
handensein des Proteins ist maBgebend fiir deren Funktion, sondern auch die Konformation. 
Die Struktur des Proteins gibt auch wichtige Informationen iiber die Interaktionen mit anderen 
Molekiilen. 

Die Fig. 1 und 2 zeigen eine Draufsicht auf einen Behalter 1 mit einem Grundkorper 2, beste- 
hend aus einer Bodenplatte 3 und SeitenwSnde 4. Die Bodenplatte 3 besteht aus Kiivetten 5, 
die vom Boden 6 und den Wanden 7 gebildet werden. Die Seitenwande 4 umschlieBen den 
Reaktionsbereich 8. Ein Behalter 1, wie in Fig. 1 und 2 beschrieben, ist fiir Versuchsdurch- 
fiihrungen, bei denen es besonders auf die Miniaturisierung ankommt, geeignet. So ist es z.B. 
moglich, eine groBere Zahl von Kiivetten 5 in einem dafur vorgesehenen Grundkorper 2 eines 
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Behalters 1 anzuordnen urn dadurch eine groBe Zahl von Reaktionsbereichen 8 gleichzeitig zu 
schaffen. Fig. 1 und 2 zeigen eine beispielhafte Anordnung von einer Vielzahl von Kiivetten 5 
in einem Behalter 1, die in Fig. 1 eine Anzahl von 96 Kiivetten 5 und in Fig. 2 eine Anzahl 
von 384 Kiivetten 5 umfasst. Der Grundkorper 2 des Behalters 1 ist gemafl einer Standard- 
groBe einer Mikrotiterplatte ausgebildet und besitzt Abmessungen gemaB den Empfehlungen 
der SBS (Society of Biomolecular Screnning; www.SBSonline.org\ wobei der Behalter 1 
eine Gesamthohe ausgewahlt aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 6 mm, vor- 
zugsweise 8 mm, insbesondere 10,4 mm, und einer oberen Grenze von 22 mm, vorzugsweise 
16 mm, insbesondere 14,4 mm, aufweist. 

Die Kiivetten 5 sind in einem rechtwinkeligem Raster angeordnet. Dabei bilden jeweils be- 
nachbarte Kiivetten 5, die jeweils ihnen eigens zugeordnete Wande 7 besitzen, voneinander 
getrennte und zueinander parallele Reihen. Diese Reihen sind parallel zur Langserstreckung 
des Behalters 1 ausgerichtet, wobei jeweils aufeinander folgende Reihen von Kiivetten 5 in 
einem gleichen Abstand angeordnet sind. In einer alternativen Ausfiihrungsvariante eines Be- 
halters 1 konnen die Reihen aber auch normal zur Langserstreckung ausgerichtet sein. 

Die Kiivetten 5 sind in Reihen angeordnet. Der Begriff Reihe ist dabei stets in geometrischem 
Sinn als eine lineare Anordnung von zueinander gleichen Objekten zu verstehen, sodass je- 
weils gleichartige Punkte der Objekte auf einer gemeinsamen Geraden liegen. Die Kiivetten 5 
bilden einen Reaktionsbereich 8, wobei jeder Kiivette 5 eine eigene Wand 7 zugeordnet ist. 
Bei sehr dichter Anordnung der Kiivetten 5 kann eine Wand 7 benachbarten Kiivetten 5 ge- 
meinsam zugeordnet werden. 

Die Seitenwande 4 der Bodenplatte 3 bilden mit ihrer Unterkante die Behalteraufstandsflache. 
Die Boden 6 der Kuvetten 5 sind in einer Ebene parallel zur Aufstandsebene angeordnet. Der 
Abstand des Bodens 6 der Kuvetten 5 zur Oberflache 14 der Bodenplatte 3 ist geringer als der 
Abstand der Unterkante der Seitenwande 4 des Behalters 1 zur Oberflache 14 der Bodenplatte 
3. Die Boden 6 der Kiivetten 5 sind daher in einem Abstand ausgewahlt aus einem Bereich 
mit einer unteren Grenze von 0,1 mm, insbesondere 0,3 mm, vorzugsweise 0,5 mm, und einer 
oberen Grenze von 7 mm, insbesondere 6 mm, vorzugsweise 5 mm, angeordnet Als vorteil- 
haft haben sich auch AbstSnde ausgewahlt aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 
0,7 mm, insbesondere 1 mm, vorzugsweise 1,5 mm, und einer oberen Grenze von 4 mm, ins- 
besondere 3 mm, vorzugsweise 2 mm, erwiesen. 
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In einer altemativen Ausfuhrungsform kann die Bodenplatte 3 auf einer Ebene parallel zur 
Aufstandsebene, auf welcher auch der Boden 6 der Ktivetten 5 angeordnet ist, liegen. Die 
Bodenplatte 3 und der Boden 6 der Ktivetten 5 sind in dieser Variante auf derselben Ebene 
angeordnet. Die Oberkante der Wande 7 der Ktivetten 5 liegt somit in einer Ebene parallel zur 
Aufstandsebene aber in einem groBeren Abstand als die Ebene, in welche der Boden 6 der 
Ktivetten 5 angeordnet ist. 

Die Ktivetten 5 haben im Reaktionsbereich 8 ein Fassungsvermogen von einem Volumen 
ausgewahlt aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 0,01 [il, vorzugsweise 0,5 [xl, 
insbesondere 0,1 |xl, und einer oberen Grenze von 50 jil, vorzugsweise 10 insbesondere 5 

Die Ktivetten 5 haben einen Durchmesser, ausgewahlt aus einem Bereich mit einer oberen 
Gienze von 10 mm, vorzugsweise 7 mm, insbesondere 5 mm und einer unteren Grenze von 
0,1 mm, vorzugsweise 0,3 mm, insbesondere 0,5 mm. Besonders vorteilhaft haben sich Durch- 
messer, ausgewahlt aus einem Bereich mit einer oberen Grenze von 4 mm, vorzugsweise 3 
mm, insbesondere 2 mm und einer unteren Grenze von 0,6 mm, vorzugsweise 0,7 mm, insbe- 
sondere 0,9 mm, erwiesen. Die Hohe der Ktivetten 5 ist aus einem Bereich mit einer unteren 
Grenze von 0,1 mm, vorzugsweise 0,2 mm, insbesondere 0,3 mm und einer oberen Grenze 
von 12 mm, vorzugsweise 10 mm, insbesondere 6 mm, ausgewahlt. Besonders vorteilhaft 
haben sich Hohen der Ktivetten, ausgewahlt aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 
0,5 mm, vorzugsweise 0,6 mm, insbesondere 0,8 mm und einer oberen Grenze von 5 mm, 
insbesondere 3 mm, vorzugsweise 2 mm, und besonders vorteilhaft von 1 mm, erwiesen. 

Der Behalter 1 und die Ktivetten 5 sind zur Aufhahme von Htissigkeiten bzw. LSsungen be- 
stimmt. Der Behalter 1 ist insbesondere zur Aufhahme von hydrophoben Rtissigkeiten 9 und 
die Ktivetten 5 sind insbesondere zur Aufhahme des Tropfens 10, bestehend aus einem Bio- 
makromolekul 1 1 kombiniert mit Kristallisationsreagenzien 12, und der hydrophoben Fltis- 
sigkeit 9 bestimmt. Das Reservoir 13 wird mit der hydrophoben Fltissigkeit 9 dermaBen be- 
fiillt, dass die hydrophobe Fltissigkeit 9 auch in die Ktivetten 5 des Behalters 1 bei Verwen- 
dung des Behalters 1 in seiner Gebrauchslage gelangt. D.h. die gesamte Oberflache 14 der 
Bodenplatte 3 des Behalters 1 ist somit mit der hydrophoben Fltissigkeit 9 bedeckt Die Kti- 
vetten 5 sind zur Durchfiihrung von Reaktionen, die zur Herstellung eines Kristalls aus in 
Kristallisationsreagenzien 12 gelosten Biomakromolekulen 11 dienen, bestimmt. 

Die Oberflache 14 der Bodenplatte 3 kann zwischen den Ktivetten 5 mit einer hydrophoben 
Substanz , wie z.B. Fett, insbesondere Silikonfett, 01, Polyethylenglykol, Polytetrafluorethy- 
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len, etc., oberflachenbehandelt sein. Altemativ kann auf die Oberflache 14 der Bodenplatte 3 
eine hydrophobe Maske aufgebracht sein, sodass sich im Reaktionsbereich 8 der Tropfen 10 
befindet und zwischen den Reaktionsbereichen 8 die hydrophobe Fltissigkeit 9 vorhanden ist. 
Durch die hydrophoben ZwischenrSume bleibt der Tropfen 10 wahrend der gesamten Analyse 
an der selben Position des Behalters 1. Zusatzlich kann die Oberflache 14 der Bodenplatte 3 
zwischen den Reaktionsbereichen 8 eine mattierte Struktur aufweisen. 



Der Behalter 1 wird im speziellen fur die Kristallisation von Biomakromolekulen 11 unter 
einer hydrophoben Fltissigkeit 10, auch als ,,Microbatch-Methode" bekannt, verwendet. 
Kristallisation unter Ol ist eine Methode, wo ein kleiner Tropfen 10, bestehend aus einem 
Biomakromolektil 11 kombiniert mit Kristallisationsreagenzien 12, unter eine Olschicht pi- 
pettiert wird. Das Verhaltnis des Volumens des Biomakromolekuls 1 1 zu den dazu benotigten 
Kristallisationsreagenzien 12 befindet sich meist in einem Volumenverhaltnis von 1:1 und der 
Tropfen 10 umfasst ein Gesamtvolumen von 1 |xl bis 2 jjlL Es konnen jedoch auch Tropfen 10 
mit einem Volumen von bis zu 5 yd in die Kuvetten 5 pipettiert werden. Die am haufigst ver- 
wendeten hydrophoben Fltissigkeiten 9 sind Paraffinol oder Silikonol oder ein Gemisch aus 
diesen beiden Olen, meist im Verhaltnis von 1:1. Es ktfnnen aber auch andere Verhaltnisse 
von Paraffinol zu Silikonol verwendet werden, um die Diffusionsrate des Tropfens zu veran- 
dern (je hSher der Prozentanteil des Silikonols ist, um so rascher erfolgt die Diffusion und die 
Verdunstung). 

Wahlweise kann das Material fiir die Bildung des Bodens 6 der Kuvetten 5 lichtdurchlassig 
und die Bodenplatte 3 kann aus einem lichtundurchlassigen bzw. lichtabschirmenden Material 
gebildet bzw. mit einer lichtundurchlassigen bzw. lichtabschirmenden Schicht versehen wer- 
den. Durch die lichtabschirmende Wirkung wird storende Einflusse von Streulicht bei der 
optischen Beobachtung des Reaktionsablaufs in den Reaktionsbereichen 8 verhindert. Der 
BehSlter 1 kann selbstverstandlich auch gesamt von einem lichtdurchlassigen bzw. lichtun- 
durchlassigen Kunststoff gebildet werden. 

Die Fig. 2 und 3 zeigen Ausnehmungen 15, die sowohl an der Langsseite 19 als auch an der 
Querseite 20 des Grundkorpers 2 bzw. entweder an der Langsseite 19 oder an der Querseite 
20 angeordnet sein konnen. Die Ausnehmung 15 kann zusatzlich durch Trennwande 16 in 
mehrere Meinere Teilbereiche unterteilt werden. Die Ausnehmungen dienen zur Aufhahme 
von Fltissigkeiten, wobei sich in jedem Teilbereich beispielsweise verschiedene Fltissigkeiten 
oder unterschiedliche Konzentrationen der gleichen Fltissigkeit befinden konnen, welche eine 
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Verdunstung der Kristallisationsreagenzien 12 bzw. der hydrophoben Flussigkeit 9 verhindern 
bzw. minimieren. Die Oberkante der Begrenzungen der Ausnehmungen 15 liegt auf derselben 
Ebene wie die Oberkante der Wande 7 der Kuvetten 5. Alternativ kann die Oberkante der 
Ausnehmung 15 auch in einer parallelen Ebene, allerdings in einem groBeren Abstand als die 
Ebene der Oberkante der Wande 7 der Ktivetten 5 zur Aufstandsebene, angeordnet sein. 

Die Fig. 3 und 4 zeigen Halteelemente 17, angeordnet an den Seitenwanden 4, eines erfin- 
dungsgemaBen Behalters 1. Die Halteelemente 17 bestehen aus zwei Seitenteilen 18, die wahl- 
weise auch mit der Bodenplatte 3 verbunden sein konnen. Die Seitenteile 18 sind beabstandet 
angeordnet, sodass ein Abstandhalter 26 einer Einrichtung 22 zwischen die beiden Seitenteile 

18 des Halteelements 17 eingefiihrt werden kann. Die Halteelemente 17 konnen sowohl an 
der Langsseite 19 als auch an der Querseite 20 der Seitenwande 4 des Behalters 1 angeordnet 
sein. AuBerdem ist es auch moglich, die Halteelement 17 in den Ecken 21 des Behalters 1 an- 
zuordnen. Ein Halteelement 17 der Einrichtung 22 zur Unterteilung eines Volumens verhin- 
dert, dass die Einrichtung 22 wahrend moglicher Bewegungen des Behalters 1 wahrend der 
Bearbeitung unbeabsichtigt verrutscht. Die Halteelemente 17 an den Seitenwanden 4 des 
Grundkorpers 2 konnen in beliebiger Anzahl vorhanden sein. In der Fig. 3 werden beispiels- 
weise acht Halteelemente 17 dargestellt, wobei jeweils zwei Halteelemente 17 an einer Langs- 

19 bzw. Querseite 20 des Grundkorpers 2 angeordnet sind. In Fig. 4 werden vier Halteele- 
mente 17, die jeweils in den Ecken 21 des Grundkorpers 2 angeordnet sind, dargestellt. Die 
Abstandhalter 25, die am Rahmen 24 der Einrichtung 22 angeordnet sind, werden in die Hal- 
teelemente 17 an den Seitenwanden 4 oder die Bodenplatte 3 des Behalters 1 eingefiihrt. Die 
Einrichtung 22 ist dadurch flexibel und kann jederzeit entfernt bzw. fiir weitere Analysen 
verwendet werden. In einer alternativen Ausfuhrungsvariante kann die Einrichtung 22 auch an 
den Seitenwanden 4 oder der Bodenplatte 3 des Behalters 1 ohne Halteelemente 17, beispiels- 
weise durch Verkleben, montiert sein. Diese Anordnungen der Halteelemente 17 sollen nur 
eine beispielhafte Ausfuhrung der Halteelementanordnung zeigen. Selbstverstandlich kann 
auch jede beliebige andere Anordnung von Halteelementen 17 ausgewahlt werden. 

Die Anzahl der Kuvetten 5 im Grundkorper 2 kann aus einer Gruppe ausgewahlt sein, die die 
Zahlen, gebildet durch die mathematische Formel 3 x 2 n , wobei n eine natiirliche Zahl ist, 
umfasst. Es k6nnen selbstverstandlich auch Behalter 1 mit einer anderen als einer Standard- 
grSBe von Mikrotiterplatten entsprechenden Anzahl von Kuvetten 5, wie z.B. 24, 48 96, 384, 
1536 etc. hergestellt werden. 
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Die Kuvetten 5 haben in Draufsicht eine kreisfSrmige Grundflache. In der Anordnung der 
Kiivetten 5, wie in Fig. 1 bis 4 dargestellt, wird das zur Verfugung stehende Volumen bzw. 
die zur Verfugung stehende Grundflache der Bodenplatte 3 sehr effizient ausgenutzt. Selbst- 
verstandlich ist es auch moglich, die Grundflache der Kuvetten 5 rechteckig, quadratisch oder 
5 in Form eines Parallelogramms auszubilden. Es ist auch mSglich, die zueinander parallelen 
Reihen der Kuvetten 5 gegeneinander in Richtung der LSngserstreckung des Behaiters 1 ver- 
setzt anzuordnen. In einer anderen Ausfuhrungsform ist es auch moglich, die Kiivetten 5 mit 
regelmaBig sechseckigen Querschnitt auszubilden und die Kuvetten 5 bienenwabenartig an- 
zuordnen. Fiir die automatisierte Bearbeitung des Behalters 1 mit standardisierten Laborro- 
10 botern eignet sich eine Anordnung der Kuvetten 5 mit kreisformiger Grundflache in Reihen 
am besten. 

. Der Behalter 1 ist bevorzugt aus Polystyrol oder COC gefertigt. Selbstverstandlich kann der 
Behalter 1 auch aus einem anderen Werkstoff hergestellt werden, bevorzugt Kunststoffe, die 

15 sich far die Formgebung mit Spritzgusstechnik eignen, wie z.B. Polypropylen, Acrylbuta- 

dienstyrol, Polyamid, Polycarbonat, Polymethylmethacrylat, Polysulfon und/oder Styrolacryl- 
nitril, etc. Es kann auch eine Kombination von zwei oder mehr Materialien bzw. verschiede- 
nen Kunststoffen verwendet werden, wobei beispielsweise fur die Kuvetten 5, COC und fur 
die Bildung der Bodenplatte 3, Polystyrol verwendet wird. In einer alternativen Ausfiihrungs- 

20 form werden die Bodenplatte 3 und die Kiivetten 5 aus COC und die Seitenwande 4 aus Po- 
lystyrol gebildet. 

In der Bodenplatte 3 des Grundkorpers 2 bzw. an den Seitenwanden 4 konnen Markierungen 
zur Koordinatenerkennung des Behalters angegeben sein. Die Markierungen konnen sowohl 
25 optisch sichtbar sein, als auch nur durch geringfugige Veranderungen der Oberfl&che 14 mar- 
kiert sein, die von einem automatischen Labormanipulationssystem erkannt werden kdnnen. 

Fig. 5 und 6 zeigen in Draufsicht eine Einrichtung 22 zur Unterteilung eines Volumens in 
Teilbereiche, wobei die Einrichtung 22 von zueinander rechtwinkelig angeordneten Stegen 23 

30 gebildet wird. Wahlweise kann die Anordnung der Stege 23 auch in einem anderen geometri- 
schen Muster, z.B. hexagonal, octogonal, etc., erfolgen. Zur Stabilitatsverbesserung konnen 
die Stege 23 von einem Rahmen 24 umgeben sein. Die Anzahl der Stege 23 ist variabel. So 
kann beispielsweise wie in Fig. 5 die Einrichtung 22 mit 16 Unterteilungen oder wie in Fig. 6 
mit 24 Unterteilungen, ausgebildet sein. Selbstverstandlich kann die erfindungsgemaBe Ein- 

35 richtung 22 auch jede beliebige andere Anzahl an Unterteilungen aufweisen. 
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Am Rahmen 24 der Einrichtung 22 konnen zur Anordnung in einem Behalter 1 untere 25 und 
seitliche 26 Abstandhalter angeordnet sein. Die unteren Abstandhalter 25 sind an der Unter- 
kante 27 der Stege 23 bzw. des Rahmens 24 angeordnet. Die seitlichen Abstandhalter 26 sind 
jeweils an der Langs- 28, Querseite 29 und/oder den Ecken 30 der des Rahmens 24 der Ein- 
5 richtung 22 angeordnet. In Fig. 5 ist beispielhaft dargestellt, dass an jeder Langs- 28 und 

Querseite 29 jeweils zwei seitliche Abstandhalter 26 angeordnet sind. Fig. 6 zeigt eine alter- 
native Anordnung der seitlichen Abstandhalter 26 an den Ecken 30 des Rahmens 24 der Ein- 
richtung 22. 

10 Fig. 7 zeigt eine perspektivische Ansicht unterer Abstandhalter 25 zur Bodenplatte 3 einer 

erfindungsgemaBen Einrichtung 22. Die Abstandhalter 25 konnen in den Kreuzungsbereichen 
31 der Stege 23 angeordnet sein bzw. an den Stegen 23 zwischen den Kreuzungsbereichen 31. 
Die Abstandhalter 25, 26 konnen zylindrisch (Fig. 7), plattenformig (Fig. 8), etc. ausgebildet 
sein. Die Stege 23 bzw. der Rahmen 24 weisen im Bereich, wo sie als Abstandhalter fungie- 

15 ren, eine urn ein Drittel bis zur Halfte groBere Hohe als in den Bereichen wo sie nicht als Ab- 
standhalter fungieren. Durch die beabstandete Halterung der Einrichtung 22 im Grundkorper 
2 wird es ermoglicht, dass die hydrophobe Fliissigkeit 9, die sich im Behalter 1 befindet, 
gleichmaBig iiber die gesamte Bodenplatte 3 verteilt wird. Durch die Verwendung der Ein- 
richtung 22 wird erzielt, dass sich Bewegungen der hydrophoben Fliissigkeit 9 bei Erschutte- 

20 rungen des Behalters 1 nicht mit gleicher Intensitat iiber die gesamte Bodenplatte 3 ausbrei- 
ten, weil die Einrichtung 22 als Wellenbrecher fungiert. 

In Fig. 9 wird ein Schnitt durch eine Einrichtung 22 gezeigt, in welcher die Stege 23 der Ein- 
richtung 22 durchgehend bis zur Bodenplatte 3 ausgebildet sind. Es kOnnen dadurch viele 

25 verschiedene separat gebildete Reaktionsraume 33 geschaffen werden. Die hydrophobe Fius- 
sigkeit 9, die jeder Kiivette 5 zugeordnet ist, kann dadurch in jedem Reaktionsraum 33 in je- 
weils einer anderen Zusammensetzung bzw. Konzentration verwendet werden. Beispielsweise 
wird es dadurch ermoglicht eine Verdunnungsreihe der Kristallisationsreagenzien 12, der 
Biomakromolekiile 11 und/oder der hydrophoben Fliissigkeit 9 auszutesten. In dieser Ausfiih- 

30 rungsvariante ist die AuBenabmessung der Einrichtung 22 geringfiigig kleiner oder gleich 
groB wie die Abmessung des Behalters 1. 

Die Einrichtung 22 kann auch mit den seitlichen Abstandhaltern 26 auf die SeitenwMnde 4 des 
GrundkSrpers 2 aufgesetzt werden. Die unteren Abstandhalter 25 ragen daher nur in das Re- 
35 servoir 13 des Behalters 1. Die Stege 23 bzw. der Rahmen 24 weisen bei dieser AusfQhrungs- 
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variante im Bereich, wo sie als Abstandhalter fungieren, eine urn mehr als ein Drittel bis zur 
Halfte groBere Hohe als in den Bereichen, wo sie nicht als Abstandhalter fungieren, auf. Bei 
dieser Ausfuhrungsvariante sind die AuBenabmessungen der Einrichtung 22 zumindest gleich 
groB oder groBer wie die Abmessungen des Behaiters 1. 

Fig. 10 zeigt eine Draufsicht auf eine Kristallisationsvorrichtung 32, bestehend aus einem 
Behalter 1 und einer Einrichtung 22 zur Unterteilung eines Volumen in zusammengebautem 
Zustand. 

In den Fig. 11 bis 16 sind verschiedene Ausfiihrungsvarianten der Ausgestaltung der Ktivetten 
5 in Seitenansicht dargestellt. Die Boden 6 der Ktivetten 5 konnen zumindest annahernd kon- 
kav gekriimmt sein, d.h. die Boden 6 bzw. die Bodenbereiche der Kuvetten 5 konnen durch 
Erweiterungen der Kuvetten 5 in der Form eines Kegels, eines Kegelstumpfes oder eines Ku- 
gelabschnittes oder Kombination solcher Korper ausgebildet sein. Durch derart ausgebildete 
Reaktionsbereiche 8 wird die Deposition des Tropfens 10 unterstUtzt. Der Boden 6 der Ku- 
vetten 5 kann aus einem durchsichtigen Werkstoff bestehen, sodass das Kristallwachstum im 
Reaktionsbereich 8 ohne Manipulation beobachtet werden kann. 

Fig. 1 1 zeigt eine Seitenansicht einer konischen Kuvette 5 mit halbkugeligem Boden 6. 

Fig. 12 stellt eine Seitenansicht einer zylindrischen Kuvette 5 mit flachem Boden 6, Fig. 13 
eine Seitenansicht einer zylindrischen Kuvette 5 mit halbkugeligem Boden 6 und Fig. 14 eine 
Seitenansicht einer zylindrischen Kuvette 5 mit kegelformigen Boden 6 dar. Fig. 15 zeigt eine 
Seitenansicht einer konischen Kuvette 5 mit flachem Boden 6 und Fig. 16 zeigt eine Seitenan- 
sicht einer konischen Kiivette 5 mit kegelformigen Boden 6. 

Fig. 17 zeigt eine Prinzipdarstellung der erfindungsgemaLBen Verwendung der Kristallisati- 
onsvomchtung 32 mittels Microbatch-Methode. In den Reaktionsbereich 8 der Kuvetten 5 des 
Behalters 1 ist ein Tropfen 10 mit BiomakromolekCilen 11 und Kristallisationsreagenzien 12 
gefiillt, wShrend sich im Behalter 1 bzw. in den Kuvetten 5 die hydrophobe Fliissigkeit 9 be- 
findet. In den Kuvetten 5 kann zwischen dem Tropfen 10 und der hydrophoben Fliissigkeit 9 
eine Diffusion stattfinden. Die ReaktionsverlSufe in den Ktivetten 5 konnen mit einem Mikro- 
skop beobachtet werden. Ein Beispiel fur eine Reaktion, die in einem Behalter 1 durchgefiihrt 
werden kann, ist die Herstellung eines Kristalls aus in Kristallisationsreagenzien 12 gelosten 
Biomakromolekulen 11, wie bereits in der Beschreibung ausgefiihrt wurde* Es wird eine ge- 
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ringe Menge an Biomakromolekiilen 11, kombiniert mit Kristallisationsreagenzien 12 unter 
eine Schicht einer hydrophoben Hiissigkeit 9 pipettiert. Wichtig bei diesem Verfahren ist es, 
dass die Reagenzien, die in die Kristallisation involviert sind, in einer spezifischen Konzent- 
ration vorliegen und keine signifikanten Konzentrationsverschiebungen des Biomakromole- 
kiils 1 1 noch der Kristallisationsreagenzien 12 im Tropfen 10 auftreten. Durch die Verande- 
rung der hydrophoben Hiissigkeit 9, beispielsweise Paraffinol und/oder Silikonol, bzw. dem 
Verhaltnis der an der Bildung der hydrophoben Hiissigkeit 9 beteiligten Substanzen, kann 
eine Konzentrationsverschiebung im Tropfen 10 durch Diffusion von Wasser durch das €)1 
eintreten. Dadurch wird eine Konzentrationssteigerung des Biomakromolekuls 11 und der 
Kristallisationsreagenzien 12 unter der hydrophoben Hiissigkeit 9 erzielt. Durch diese Kon- 
zentrationsverschiebung kommt es zur Ausbildung von Kristallen, insbesondere von Einkris- 
tallen. Die im Tropfen 10 gebildeten Kristalle kSnnen mit Hilfe eines Detektionssystems beo- 
bachtet bzw. detektiert werden. 

Der Behalter 1 kann wahlweise auch mit einer GefaBabdeckung versehen sein. Diese GefaB- 
abdeckung kann sowohl aus dem gleichen Material wie der Behalter 1 als auch aus einem 
anderen Kunststoff hergestellt werden. AuBerdem kann zur Abdeckung des Behalters 1 auch 
eine Folie verwendet werden. Diese Folie kann an den SeitenwSnden 4 des Behalters 1 ange- 
klebt werden. Weiters kann diese Folie auch mit den Stegen 23 der Einrichtung in Verbindung 
treten. 

Der Ordnung halber sei abschlieflend darauf hingewiesen, dass zum besseren Verstandnis des 
Aufbaus des Behalters 1 diese bzw. deren Bestandteile teilweise unmaBstablich und/oder ver- 
groBert und/oder verkleinert dargestellt wurden. 

Die den eigenstandigen erfinderischen Losungen zugrundeliegende Aufgabe kann der Be- 
schreibung entnommen werden. 

Vor allem konnen die einzelnen in den Fig. 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8, 9, 10, 1 1, 12, 13, 14, 15, 16, 
17 gezeigten Ausfuhrungen den Gegenstand von eigenstandigen, erfindungsgemaBen Losun- 
gen bilden. Die diesbezuglichen erfindungsgemaBen Aufgaben und Losungen sind den Detail- 
beschreibungen dieser Figuren zu entnehmen. 
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Bezugszeichenaufstellung 



1 Behalter 

2 Grundkorper 

3 Bodenplatte 

4 Seitenwand 

5 Kiivette 

6 Boden 

7 Wand 

8 Reaktionsbereich 

9 hydrophobe Fltissigkeit 

10 Tropfen 

1 1 Biomakromolekul 

1 2 Kristallisationsreagens 

13 Reservoir 

14 Oberflache 

15 Ausnehmung 

16 Trennwand 

17 Halteelement 

18 Seitenteil 

19 Langsseite 

20 Querseite 

21 Ecke 

22 Einrichtung 

23 Steg 

24 Rahmen 

25 Abstandhalter (unten) 

26 Abstandhalter (seitlich) 

27 Unterkante 

28 LSngsseite der Einrichtung 

29 Querseite der Einrichtung 

30 Ecke der Einrichtung 

3 1 Kreuzungsbereich 

32 Kristallisationsvomchtung 

33 Reaktionsraum 
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Patentanspriiche 

1. Behalter mit einem Grundkorper bestehend aus einer Bodenplatte und von dieser 
zumindest annahemd senkrecht abstehenden Seitenwanden und mit im Grundkorper angeord- 
5 neten KQvetten, dadurch gekennzeichnet, dass die Ktivetten (5) als Vertiefung in der Boden- 
platte (3) ausgebildet sind und die Seitenwande (4) der Bodenplatte (3) in zumindest anna- 
hemd entgegengesetzter Richtung zu den Vertiefiingen zur Aufhahme eines Volumens ange- 
ordnet sind. 

10 2. Behalter nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, dass die Kuvetten (5) in einem 
gleichmSBigen Raster angeordnet sind. 

3. Behalter nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dass 6, 12, 24, 48, 96, 384 oder 
1536 Kuvetten (5) angeordnet sind. 

15 

4. Behalter nach Anspruch 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet, dass die Kuvetten (5) 
konisch oder zylindrisch ausgebildet sind. 

5. Behalter nach einem der Anspriiche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet, dass die Ktivet- 
20 ten (5) ein Fassungsvermogen ausgewahlt aus einem Bereich mit einer unteren Grenze von 

0,01 ^il, vorzugsweise 0,5 pi, insbesondere 0,1 pi, und einer oberen Grenze von 50 |xl 9 vor- 
zugsweise 10 pi, insbesondere 5 pi, aufweisen. 

6. Behalter nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
25 die Boden (6) der Kuvetten (5) in einer zu einer Behalteraufstandsflache parallelen Ebene an- 
geordnet sind. 

7. Behalter nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Bodenplatte (3) bzw. die Kuvetten (5) zur Ausbildung von Biomakromolekiilen (11) be- 

30 sonders oberflachenbehandelt sind. 

8. Behalter nach einem der Anspriiche 2 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass die Ktivet- 
ten (5) mit Aldehyd, Silan, Epoxy, Thiol, Polyehtylenglycol (PEG), Polyoxyethylen-Sorbitan- 
Monolaureat (Tween®), magnetischen Materialien, Streptavidin oder Biotin oberflachenbe- 

35 handelt sind. 
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9. Behalter nach einem der Anspriiche 2 bis 8, dadurch gekennzeichnet, dass die Kuvet- 
ten (5) in Seitenansicht quadratisch, rechteckig, kegelformig oder halbkugelformig ausgebil- 
det sind. 

5 10. Behalter nach einem der Anspriiche 2 bis 9, dadurch gekennzeichnet, dass die Kiivet- 
ten (5) in Draufsicht rund, viereckig, wie z.B. quadratisch, rechteckig, hexagonal, octogonal 
oder in Form eines Parallelogramms ausgebildet sind. 

1 1 . Behalter nach einem der Anspriiche 2 bis 10, dadurch gekennzeichnet, dass die Ktt- 
10 vetten (5), insbesondere der Boden der Kuvetten, zumindest teilweise aus einem transparenten 

Kunststoff ausgebildet sind. 

12. Behalter nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Bodenplatte (3), insbesondere zwischen den Kuvetten (5), zumindest teilweise lichtun- 

1 5 durchlassig ausgebildet ist. 

13. Behalter nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
die Oberflache (14) der Bodenplatte (3), insbesondere zwischen den Kuvetten (5), mit einer 
hydrophoben Substanz oberflachenbehandelt oder eine hydrophobe Maske aufgebracht ist. 

20 

14. Behalter nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Grundkorper (2) aus einem Material ausgewahlt aus einer Gruppe umfassend Polypro- 
pylen, Polystyrol, Acrylbutadienstyrol, Polyamid, Polycarbonat, Polymethylmethacrylat, 
Polysulfon, Cycloolefin-Copolymer, Polymethylpenten (TPX®) und/oder Styrolacrylnitril 

25 gebildet ist. 

15. Behalter nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Grundk6rper (2) aus mehreren verschiedenen Materialien ausgebildet ist. 

30 16. Behalter nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
eine Koordinatenerkennung fur die Anordnung der Kuvetten (5) an der Bodenplatte (3) abge- 
ordnet ist. 

17. Behalter nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
35 der Grundkorper (2) vorzugsweise mittels Spritzgussverfahren hergestellt ist 
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18. Behalter nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
an der LSngsseite (19) und/oder an der Querseite (20) des Grundkorpers (2) eine Ausnehmung 
(15) angeordnet ist. 

5 19. Behalter nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
der Grundkorper (2) Abmessungen gemafi den Empfehlungen der SBS (Society of Biomole- 
cular Screening) aufweist. 

20. Behalter nach einem der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, dass 
10 an den Seitenwanden (4) des Behalters (1) zumindest ein Halteelement (17) fiir eine Einrich- 

tung (22) zur Unterteilung eines Volumens eines Behalters (1) in Teilbereiche vorhanden ist. 

21. Einrichtung zur Unterteilung eines Volumens eines Behalters (1) in Teilbereiche, 
dadurch gekennzeichnet, dass diese gitterformig ausgebildet ist. 

15 

22. Einrichtung nach Anspruch 21 dadurch gekennzeichnet, dass die Stege (23) auBen 
von einem Rahmen (24) umgeben sind. 

23. Einrichtung nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, dass an der Unter- 
20 seite der Einrichtung (22) Abstandhalter (25) zur Stromungsverbindung der Teilbereiche an- 
geordnet sind. 

24. Einrichtung nach einem der Anspriiche 21 bis 23, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Stege (23) der Einrichtung (22) rechtwinkelig zueinander angeordnet sind. 

25 

25. Einrichtung nach einem der Anspriiche 21 bis 24, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Einrichtung (22) in den Kreuzungsbereichen (31) der Stege (23) bzw. der Stege (23) mit dem 
Rahmen (24) eine urn ein Drittel bis zur Halfte groBere Hohe als zwischen den Kreuzungsbe- 
reichen (31) aufweist. 

30 

26. Einrichtung nach einem der Anspriiche 21 bis 25, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Stege (23) und/oder der Rahmen (24) die gleiche H5he aufweisen. 

27. Einrichtung nach einem der Anspriiche 21 bis 26, dadurch gekennzeichnet, dass die 
35 Rahmen (24) Abstandhalter (26) zur beabstandeten Halterung der Einrichtung (22) zu den 
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Seitenwanden (4) des Behalters (1) aufweist. 

28. Einrichtung nach einem der Anspriiche 21 bis 27, dadurch gekennzeichnet, dass die 
AuBenabmessungen geringfugig kleiner als die Abmessungen des Behalters (1) sind. 

29. Einrichtung nach einem der Anspriiche 21 bis 28, dadurch gekennzeichnet, dass die- 
se aus einem Material ausgewahlt aus einer Gruppe umfassend Polypropylen, Polystyrol, Ac- 
rylbutadienstyrol, Polyamid, Polycarbonat, Polymethylmethacrylat, Polysulfon, Cycloolefin- 
Copolymer, Polymethylpenten (TPX®) und/oder Styrolacrylnitril gebildet ist. 

30. Kristallisationsvorrichtung (32) bestehend aus einem Behalter (1) mit einem Grund- 
korper (2) aus einer Bodenplatte (3) und von dieser zumindest annahernd senkrecht abstehen- 
den Seitenwanden (4) und mit im Grundkorper (2) angeordneten Kuvetten (5) und einer Ein- 
richtung (22) zur Unterteilung eines Volumens eines Behalters (1) in Teilbereiche nach einem 
der Anspriiche 1 bis 20 und einem der Anspruche 21 bis 29. 

31. Verwendung des Behalters (1) nach einem der Anspruche 1 bis 20 zur Kristallisation 
von Biomakromolekiilen (11) in einem Kristallisationsreagens (12) in bzw. unter einer hydro- 
phoben Flussigkeit (9). 

32. Verwendung der Einrichtung (22) nach einem der Anspruche 21 bis 29 zur Ab- 
schwachung der Wellen eines bewegten Volumens in einem Behalter. 

33. Verwendung der Kristallisationsvorrichtung (32) nach Anspruch 30 zur Kristallisati- 
on von Biomakromolekiilen (11) in einem Kristallisationsreagens (12) in bzw. unter einer 
hydrophoben Flussigkeit (9). 
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